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中の細菌を培養操作に依存することなく解析する新たな方法が積極的に開発されている。なかでも蛍光 in situ hyｭ





ルレベルで解析する in situ PCR 法が有効となる o この in situ PCR 法は真核生物を材料とする生物医学分野で広く
用いられ，環境微生物学分野においてもその有用性が高く評価されている。しかしながら，方法論的制約からいまだ
実用に至っていないのが現状である D そこで，細菌における in situ PCR 法の開発を試みた。
In situ PCR 法には，菌体内で増幅した PCR 産物を検出する様式により， indirect in situ PCR 法と direct in situ 
PCR 法がある。 In situ PCR 法で最も重要なことは， TIαq DN A polymerase 等が菌体内に浸透し，かっ PCR により
増幅したプロダクトが菌体外へ漏出しないことである O 本研究では，菌体の固定条件と菌体の透過処理を最適化する
ことにより，遺伝子を標的として細菌を検出する in situ PCR 法を開発した。特に， HNPP / Fast Red TR 反応系
をもちいた direct in si tu PCR 法では強い蛍光が得られることから，本方法を応用することにより，自然環境中の細
菌を遺伝子を標的として検出することが可能になると考えられた。
この HNPP/ Fast Red TR 反応系をもちいた direct in si tu PCR 法により得られた結果を客観的に評価するため，
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また標的細菌の検出の自動化のために，蛍光顕微鏡像を画像解析する必要がある。さらに，本方法を土壌粒子等の爽
雑物を含む環境試料に応用するにあたっては，蛍光色素 HNP /TR 由来のパックグラウンドのために，標的細菌を
検出するのが比較的困難となる。そこで，蛍光顕微鏡像から標的のシグナルのみを効率よく抽出するために，色相分
解およびクラスタリングの理論をもちいた画像解析法を開発した。さらに，本方法とこの画像解析を組み合わせるこ
とによって，河川水中に存在する E. coli, Shigellα 属細菌の検出および定量が可能となった。








等の特定遺伝子を標的として細菌を検出・定量することができる direct in situ PCR 法が有効となる o
本研究では，抗 E. coli 0157: H 7 蛍光抗体を用いた E. coli 0157 : H 7 の検出， また， Vero 毒素産生遺伝子











蛍光 in situ hybridization (FISH) 法等の手法の発達により，自然環境中の細菌をシングルセルレベルで検出・




本研究ではこの視点に立ち，特定遺伝子を標的として細菌をシングルセルレベ‘ルで検出できる in situ PCR 法を開
発した。また同時に，本方法により得られた結果の客観的評価や標的細菌検出の自動化を目的に，蛍光顕微鏡下にお
いて標的細菌を効率良く分離する画像の色相分解およびクラスタリングの理論を用いた画像解析法の開発を行った。
そして，その応用例として Vero 毒素産生遺伝子を標的に，河川の同一地点における Vero 毒素産生細菌の細菌数の
変動，さらに同一水系の河川において上流から下流にかけて Vero 毒素産生細菌の細菌数の変動を検討するとともに，
Vero 毒素産生細菌の自然環境中における常在の可能性を示し，また Vero 毒素産生遺伝子の河川水中での遺伝子伝
播の存在を示唆した。
以上の成果は博士(薬学)の学位論文として価値あるものと認められる o
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